





















なか がわ ち さ
中 J 1 智 左
医 ー子ミι 博 士
第 9 8 1 1 τEヨ1 
平成 3 年 5 月 28 日
学位規則第 5 条第 2 項該当
NODマウスの糖尿病発症におけるレ卜ロウイルスの役割に関す
る研究







染などの環境因子の関与により発症に至ると考えられている。 IDDM のモテ、ル動物で=ある Non-obese





ウイルスの関与を検討する目的で， NOD マウスにシクロフォスフアミド投与を行い， g革島における勝
島炎の変化，ウイルス様粒子の変化，ウイルス蛋白の発現を検討した。
〔方法ならびに成績〕
。ヱ立三..Q 5 """"17週齢のNOD/shi マウスをシクロフォスフアミド投与群と非投与群に分け，投与
群にはシクロフォスフアミド 150mg/kgを腹腔内投与し， 3 日後に同量を再投与した。非投与群には，
生理食塩水のみを同様に投与した。対照として同週齢の雌ICR/Jc1マウスを用いた。




べ平均値を求めた。 勝島炎の程度は， Grade 0 .醇島への浸潤像なし， Grade 1 .浸潤細胞が勝島周
囲に限局， Grade n :浸潤細胞が騨島の50%未満， Grade 皿:浸潤細胞が牌島の509ぢ以上，とした。
その結果，シクロフォスフアミド投与群では， Grade 0 の減少と Grade 1 の増加が有意に認められ，
Grade n , m も増加傾向を示し 勝島炎の促進が観察された。
3) 電子顕微鏡によるレトロウイノレス様粒子の出現頻度の検討o シクロフォスフアミドを投与した 5
週齢のNOD マウス 5 匹と非投与のマウス 5 匹の牌を 3.0% glutaraldehyde (pH 7.4) で濯流国定を行
い，細切後実体顕微鏡下に勝島を摘出して超薄切片を作製し，電顕にて各マウス 5 個ずゥの勝島を観
察，観察した全勝 F細胞に対して，同ウイノレス粒子が細胞内に 1 個以上観察された F細胞数の割合を
求めた後，各群 5 匹の平均出現頻度を求めた。その結果，ウイノレス様粒子は醇 F細胞粗面小胞体腔内
に観察され，超微形態学的に C型レトロウイルスと考えられ，その出現頻度はシクロフォスフアミド
投与群 30 :t 6 %，非投与群 12 :t 45ぢであり，シクロフォスフアミド投与により有意に増加した。
心ウエスタン・イムノプロッテイング法による検討。 6 --17週齢のNOD マウスシクロフォスフア
ミド投与群，非投与群，およびICRマウスの勝島をコラゲナーゼ消化 lとより単離し， RI P A (0. 05 M 
Tris-HCl , 0.15M NaCl , 1 労 Triton X -100 , 1 % Deoxycholate, 0.15ぢ Sodium lauryl sulfate 
[SDSJ, Trasylol 150 KIU Iml , pH 7.5) 溶液中でホモジネートして用いた。抗レトロウイルス抗
体として，ポリクローナルな抗レトロウイルス抗血清 3 種，抗レトロウイノレス p30抗血清 4 種(し、ず
れもヤギ血清)を，対照として正常ヤギ血清を用いた。
①免疫沈降反応による検討。勝島ホモジネー卜液 (40μg protein) 中に 7 種の抗レ卜ロウイノレス抗
血清を加え， Protein-G-sepharose 1[. て免疫複合体を回収し，加熱により再度分離させたものをSDS
-PAGE電気泳動後 蛋白をイモビロン-P膜に転写し， 7 種の抗レトロウイノレス抗血清を反応させた。
その結果， 1251_ Protein G を用いたオートラジオグラフィでは，シクロフォスフアミド投与NODマウ
スのみで30kD の位置にバンドが検出された。ビオチン化第 2 抗体を用いたアビジン・ピオチン・ア
ルカリフォスファターゼ (ALP) 染色ではシクロフォスフアミド投与，非投与両群のNOD マウスで，
同位置にバンドが検出された。正常ヤギ血清ではバンドは認められなかった。
( TCA (Trichloroacetic acid) 処理による検討。 梓島ホモジネート溶液 5μg protein 1[.終濃度 10
9ぢのTCAを加え，生じた沈澱をアセトンにて洗浄し， SDS-PAGE電気泳動後，蛋白をニトロセル
ロース膜に転写し，前述の 7 種の抗血清のうち最も高い抗体価を示した抗レトロウイ jレス p30 抗血清
と反応させ，ピオチン化第 2 抗体，アピジン・ピオチン・ ALP染色を行った。その結果， NOD マウ
スでは，シクロフォスフアミド投与群，非投与群ともに 30kD の位置にバンドを認めた。 乙のバンド
は，抗p30抗血清をMoloney マウス白血病ウイノレスにて前吸収すると消失した乙とより， レトロウイ
ノレスに由来する p30蛋白である可能性が強く示唆された。 ICR マウス惇島， NODマウス肝，牌では
乙のバンドは検出されず 正常ヤギ血清でも認められなかった。
〔結語〕
NOD マウスでは，勝島特異的にレトロウイルスのgag蛋白の 1 つである p30の発現しているとと
唱i? ?








形態学的に醇 F細胞にウイノレス様粒子の認められる NOD マウスを用い 存在するウイノレス様粒子が
レトロウイルス gag蛋白 p30を含むか否かを Western blotting 法によって検討したものである。その
結果，惇島ICp30の存在を証明するとともに， Cyclophosphamide Iとより糖尿病の発症が促進される
のに一致して同蛋白の発現が増加する乙とを，初めて明かにした。つまり 形態学的にのみ推定され
ていたレトロウイルスの存在を，産生蛋白レベルで証明したものであり，重要な知見を報告した論文
として学位に値すると考えられる。
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